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Abstract: Many studies indicate that the hippocampal monoaminergic system may exert an 
important role on the pathogenesis of the amygdaloid kindling. However， there are no re-
ports on the daily monoaminergic changes during the development of the amygdaloid kin-
dling. In the present study， the intracerebral microdialysis technique was used to monitor 
the extracellular levels of 3，4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) ， a major metabolite of 
dopamine， and 5-hydroxyindole-3-acetic acid (5HIAA)， a metabolite of serotonin， in the rat 
hippocampus during daily amygdaloid kindling stimulation. Daily kindling stimulation 
gave rise to about a two-fold increase of the DOPAC level in the ipsilateral hippocampus as 
compared to that of the prestimulation level. But the 5HIAA level in the hippocampus indi-
cated no change at any kindling stimulations or any seizure stages. The present results 
suggest that a modification of the hippocampal dopaminergic metabolism is one of the fac-
tors involved in the development of amygdaloid kindling. 
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序及び目的
てんかんモデル∞ゃ神経系の可塑性モデ、ル([(;)として知られているキンドリング現象について，
今までに数多くの研究がなされてきたが，その発展過程や永続性に直接関与する詳細な神経機
構に関しては，未だ統ーした見解が得られていな~¥。著者はこれまで，扇桃核キンドリング現
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『象の発展に伴い，中隔一海馬系が促進的機能を有するようになつてくることを脳内破壊法(側凶叫肌)， 
(ぽω山2引叩lり1.(22肌
海馬系の神経活動や様々な神経伝達物質に何らかの変化が生じていることが予測される O 従来
から，キンドリング現象と脳内モノアミン系神経伝達物質との聞に密接な関連のあることが数
多くの研究から示唆されている(1).(3) 川，川 (6) 飢(即(]7).(肌(J日)。しかしながら，中隔一海馬系での
統ーした結果は得られていなt'0また，扇桃核キンドリング現象の形成中に脳内モノアミンを
継時的に定量化した研究もほとんど行われていなL、。そこで本研究では，最近様々なところで
応用されている局所的脳内透析法(マイクロダイアリシス法)を用いて，キンドリング形成時
の海馬に存在するモノアミン系神経伝達物質を，キンドリング完成まで継時的に測定し，キン
ドリング現象の発展に直接関わる神経伝達物質の動態を明らかにすることを目的とした。
方法
被験体は， 5匹のWistar系雄ラット (10--12週齢， 300"'-'450 g)を用いた。ネンブタール麻酔
下 (35mg/kg，i.p.)で，ラットの脳図譜(13)に従い，右側扇桃核の外側基底核にキンドリング刺
激用電極(ガラスで被膜した直径200μmのステンレス線2本を，先端約500μm離して貼り合
/ 
(60Hz， sine wave， 1 sec) 
Amygdala (baso!ateral) 
250pm 
図1 実験の模式図
透析プローフは毎日のキンドリング刺激3時間前からガイドカ二ューレにセット L，プロープは
毎日交換したoRigea夜による潅流は流速2μl/minに設定した。プローブ刺入箇所は最大の回収率
を得るために海馬後部の腹側海馬とした。前頭皮質 (Fcx)と後頭皮質(Ocx)脳波も同時に記録した。
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わせた双極導出用電極)を刺入した。皮質脳波記録用にステンレスネジを皮質上部に接するよ
うに頭蓋内に埋め込んだ。基準電極用には鼻骨にステンレスネジを埋め込んだ。さらに，右海
馬上の大脳皮質内にマイクロダイアリシスプロープ用ガイド力ニューレを刺入した(図 1)。
約一週間の手術回復期後，後発射闘値(afterdischargethreshold: ADT)強度を測定した。
翌日から後発射闇値強度でキンドリング刺激 (60Hz，sine wave， lsec)を一日一回行い，行動的
及び脳波的に，全身けL可れん発作(generalizedconvulsion:GC， Racine (4) の発作分類による
stage 5)が連続数回出現するまで続けた。この時点をキンドリング完成時と見なした。
図 1に示したように，このキンドリング現象の完成までの間，中原ら (9)，(111)， (]I)， (12)の方法に
従って作製したマイクロダイアリシスプロープを毎日刺激開始3時間前から海馬内にセットし，
流速2μl/minで‘リンゲル液(組成:NaCl147mM， CaC12 2.3mM， KCI 4mM， pH 6.0)をプ
ロープ内に潅流した。透析液の回収はキンドリング刺激前20分間と刺激後60分間(各20分間づ
っ3同)の毎日計4回行った。透析プロープは毎日新しいものと交換した。回収した透析液は，
電気化学検出器(エイコムEC D-100または東亜電波 1C A -3062)と高速液体クロマトグ
ラフ(エイコムEP -10または東洋曹達CCPM)を用いて分析した。なお，予め使用する透
析プロープの回収率や標準液での基準値を求め，定量化を行った(図3A)。使用した力ラムは
モノアミン分析カラム (Ei C 0 m p a kMA-50DS， 4.6O x250mmまたはT0 S 0 H TSK 
GEL ODS-81TM)で，移動相は酢酸ナトリウム100mM，クエン酸70mM， 1ー オクタンスル
ホン酸ナトリウム1.01mM，E D T A 26.9μM，メタノール17%を含む溶液 (pH3.9----4.5)を用
い， ~p加電圧を650-700mV，流速1-1.2ml./minlこ設定した。
今回分析したモノアミン系神経伝達物質は，ドーパミンの主な代謝物質であるジヒドリキシ
フェニール酢酸 (3，4-dihydroxyphenylaceticacid， DOPAC)とホモパニリン酸 (homovanillic
acid， HVA) ，さらにセロトニンの主な代謝物である 5-ヒドロキシインドール酢酸 (5-
hydroxyindoleacetic acid， 5HIAA)で， ドーパミンやセロトニンあるt¥はノルエピネフリンそ
のものは，検出感度の関係上分析しなかった。
すべての実験終了後，脳を生理的食塩水と 8%ホルマリン/O.1M燐酸緩衝液で潅流固定したO
脳摘出後， 60μmの凍結前額薄切片を作製し， N eu tral redで、ニッスル染色を行った o Paxinos 
& Watson (山の脳図譜とLorentede No lilの海馬の分類に従い，キンドリング刺激部位と海
馬内のマイクロダイアリシスプロープの位置を確認した。
結果
(1)キンドリング刺激部位と海馬内プロープ刺入箇所
図2のA，C， Eはそれぞれ3例 (MD-2， 3， 4)のキンドリング刺激部位を矢印で示し
ている O 電極はBregma縫合から後方に約2.12""-'3.6mm，正中線から外側に約5mmの範囲内に
? 。? 】
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あり， 2停IJ(MD -3， 4)はほぼ扇桃核外側基底核 (BL)の背側及び外側部位(一部外側核に
及んでいる)に位置していた。残り 1例 (A，MD -2)は外側基底核と梨状皮質の境界領域
に電極が位置していた。この例では，発作段階がStage1にとどまり最終的にキンドリングは
完成しなかった。他の 2例 (MD-8， 9)については図には示していないが，外側基底核内に
刺激電極が位置していた。
図2 キン ドリング刺激部位CA，C，E)と透析プロープ刺入箇所Cs，D，F)
ラッ トMD-2 CA，B)， MD -3 C，D)， MD -4 CE，F)の例。 矢印がそれぞれキンドリンク
刺激部位と透析刺入箇所を示しているoMD-2のキンド リング刺激部位 CA)は扇桃核外側
基底核の外側部位に位置しており，最終的にキンドリ ング現象は完成しなかった。
Me: medial amygdaloid nucleus， Ce: central amygdaloid nucleus， BL: basolateral 
amyg"claloid nucleus， La: lateral amygclaloid nuclues， En: endopiriform nuclues 
図2のB，D， FはそれぞれA，C， Eのラットに対応しており，マイクロダイアリシスプ
ローブの刺入箇所を示しているO 矢印が刺入された痕跡と先端を示しているO これらによれば，
ほぼ3例とも海馬の後腹側部にプロープが位置していた。プロープの刺入による出血跡とグリ
ア細胞の増殖が多少見られるが，海馬錐体細胞や歯状回頼粒細胞には顕著な損傷は観察されて
いなし 1。他の 2例 (MD -8， 9)についてもほぼ同様に後腹側海馬にプロー ブが刺入されてい
た。これらの部位は，内側中隔核の尾側部及び対角帯核周辺部から投射線維を受けている場所
である (27)・ (28)0
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(2)キンドリングの発展過程におけるモノアミン系代謝物質の変化
5 {71Jのうち 1例 (MD-2)は，キンドリング刺激を 10日間行ったが，全身けいれん発作の
最終段階まで達せず，顔面のわずかなけいれん(Stage1)にとどまった。これはキンドリング
刺激部位が扇桃核の外側基底核の外側に位置していたためと考えられた。従ってこのラットは
刺激統制群として比較検討した。残りの 4例はすべて 5日から 10日以内に最終発作段階であ
るStage5に達した。
B 9・AA
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C 
/ 
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/ 
? 」
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図3 キンドリング刺激前後のクロマトグラフの一例
Aは標準液 (NE，DA， 5HT は0.2P M/lOμl.DOPAC，5HIAA， 
HVA は20PM/10μlの濃度〕でのクロマトグラフ。 B，C， D， Eはそれぞれ
1回目のキンドリング刺激前20分間 CB入刺激20分後 (C)，40分後(D)， 60分後
(E)の結果。 F，G， H， 1 は6回目のキンドリング刺激前10分間 CF)，刺激10分
後(G)，20分後 (H)，30分後(I)の特にDOPAC，5HIAA，HVAの結果
〔矢印)。このクロマトグラフはラット MD-3の例である O
NE: norepinephrine， DOPAC: 3，4-dihydroxyphenylacetic acid， DA: dopamine， 。HIAA:5-hydroxyindoleacetic acid， 
日VA: homovanillic acid， 5HT: 5・hydroxytryptamineCserotonin). 
図3にクロマトグラフの一例を示している O 岡3Aは6種類のモノアミン神経伝達物質の標
準液でのデータである O この値を基準に実際の透析液での濃度を定量化した。 Bから Eに一回
目に得られた透析液のそれぞれキンドリング刺激前20分間，刺激後20分間.40分間. 60分間の
データを示しているO これから明らかなように，刺激後DOPACの量が刺激前と比較して増
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大しているのがわかる O また， Fから Iは6回目の透析液でのデータであるが，一見して全体
の量が一回目の刺激前後と比較して減少しているように思われるが，これは透析プローブの回
収率の違いによるものと考えられるO 従って，今回得られたデータは全て刺激前の値を 100と
した変化率を求め，比較検討した。代表的なモノアミン神経伝達物質であるノルエビネフリン
(N E)，ドーパミン (DA)やセロトニン (5HT)は実際の海馬内から得られた透析液での
クロマトグラフから明らかなように，海馬内の量が少なく安定して検出されなかった O 従って，
今回はこれらの代謝物質であるDOPAC，HVA， 5HIAAを中心に分析を行った。
MD4l (sec) 
60 
5HIAA 
HVA 
sOQ-J 
Uノ
:1ω〆ヘf¥ 
10 
図4-a キンドリング発展過程とモノアミン代謝物質の変化 (ラッ卜MD -4) 
50 
40 
30 
20 
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モノアミン代謝物質の変化は，刺激前の値を100とした時の刺激後20分毎の変化率で表しで
ある。キンドリング発展過程は，グラフ上段に発作段階 (Stage)を実線，後発射(AD)持続時
間 (sec)を点線で示している。
これらの代謝物質の変化をキンドリング発展過程で見てみると(図4-aと4-b)，図4-aのラッ
トMD-4は， DOPACの変化率がキンドリング刺激5日目で刺激前より 120'"'-'280%に増加
し， 9日目では刺激後20分間で最高800%にまで変化率が増加した。また，図 4-bのラッ ット
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MD-9では，キンドリング刺激2日目から， DOPACの変化率が，刺激後40分間及び刺激
後60分間に 200---300%増大していた。その傾向はその後も続き，刺激休止期間後の30日目も同
じ傾向が観察された。
それに対して， DOPACの代謝物質であるHVAの変化率は，一次的に増大するが， キン
ドリング刺激を繰り返すに従ってむしろ刺激前より減少する傾向が見られた。さらに， 5 HT 
の主な代謝物質である 5HIAAの変化率は，毎日のキンドリング刺激に対してほとんど変化
せず，また，キンドリングの発展にも影響せず，ほぼ一定を保っていた (図 4-bの例では，やや
増大傾向を示しているが， DOPACの変化と比較する と僅かである)。
これらの代謝物質とキンドリングの後発射 (AD)持続時間との相関関係については，表 1
に示したように，ほとんどすべての被験体で有意な相関は認められなかった (但 し，ラット M
DOPAC 
(・:t.l
800 
5HIAA 
800-1 
600-1 
400-1 
2'00寸 -園田肉
"/////// 
HVA 
stage 
5 
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400 
MD-9 
ト，--
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:17fノ日ι
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図4・b キンドリング発展過程とモノアミン代謝物質の変化(ラットM0-9) 
この例ではキン ドリンク刺激休止期間の30日目に再度キンドリンク凍IJi肢を行L¥キンドリ
ングの永続性を確認した。
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D-9の刺激後20分間でHVAとADとの聞に有意な負の相闘が認められた)。また，各代謝
物質問で見てみると， DOPACとHVA間では， MD-2の刺激後40分間と60分間及びMD-
9の刺激後60分間に有意な正の相闘が認められた。 DOPACと5HIAA間では，負の相聞
が多く， MD-2の刺激後40分間に有意な負の相関が認められた。 5HIAAとHVA間では，
正と負の両方の有意な相闘が見られ，一貫した結果は得られなかった。
表1 後発射 (AD)持続時間と各代謝物質の変化率との相関関係
RAT No. DOPAC-AC HVA-AD 5HIAA-AD DOPAC-HVA 
MD-2 -0.28 0.11 0.63 0.63 
MD-3 -0.73 -0.58 0.15 0.27 
P1 MD -4 -0.16 -0.20 -0.45 0.10 
MD-8 0.08 -0.25 0.52 。咽58
MD-9 -0.35 0.76事 胴0.15 0.07 
孔1D-2 0.08 0.23 圃0.06 0.97場権離
MD-3 0.06 -0.53 -0.15 -0.12 
P2 MD-4 岨0.03 0.11 0.33 0.10 
MD-8 -0.19 -0.78 0.38 -0.01 
MD -9 0.25 -0.39 0.08 -0.05 
MD -2 0.52 0.22 0.39 0.86*暇本
MD-3 -0.29 0.35 0.08 0.42 
P3 MD-4 -0.03 0.20 -0.60 0.27 
MD -8 -0.11 -0.78 0.46 -0.11 
MD -9 -0.33 -0.22 -0.27 0.84本本
P1， P2， P3はそれぞれキンドリング刺激20分後， 40分後， 60分後。
ホリ :Pく0.001、ホハ Pく0.01、?く 0.05
(3)キンドリングの発作段階毎のモノアミン系代謝物質の変化
DOP AC-5HIAA 
-0.45 
0.44 
-0.28 
。‘26
0.38 
-0.96* * * 
0.28 
0.61 
-0.41 
0.62 
-0.49 
0.58 
-0.19 
0.54 
0.62 
5HIAA-HVA I 
-0.47 
0.65 
0.46 
0.10 
-0.46 
0.96事事*
0.81本
0.07 
幽0.09
-0.38 
-0.49 
0.79* 
-0.19 
-0.03 
0.51 
図5に示したように， DOPACの変化率はキンドリング発作段階に応じて徐々に増大する
傾向が認められた。特に，刺激後20分間では発作段階Stage3から 5にかけて120"'-'200%増大
していた。刺激後40分間たつとStage0の段階からすでに増大傾向を示し， 150---200%の変化
率を推移していた。刺激後60分になるとStage2で最大約250%の変化率を示す傾向が見られた。
DOPACの代謝物質であるHVAに関しては，刺激後全ての時間帯で、Stage0あるいはStage
lが最大の200%前後の変化率を示し，発作段階が進むにつれてむしろ変化率の減少傾向が見
られ， DOPACと並行した変化は認められなかった。それに対して， 5HIAAは各キンド
リング発作段階に対してほとんど変化せず，また刺激後のすべての時間帯でもほとんど同様の
変化率の推移を示した。
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図5 キンドリング発作段階毎のモノアミン代謝物質の変化
全てのラットの刺激前(網掛け部分)に対する刺激後20分， 40分， 60分間での変化率の平均値と
標準誤差をキンドリング発作段階毎に示している。
考察
本実験は，ラット肩桃核キンドリング形成中の海馬ドーパミン (DA)及びセロトニン (5
HT)の代謝物質の濃度をマイクロダイアリシス法を用いて調べた。その結果，キンドリング
発展に伴いDAの主な代謝物であるDOPACの量が増大し， 5 HTの代謝物である 5HIA
Aは顕著な変化は示さなかった。このことから，キンドリング形成中に海馬で特にDAの濃度
が増加していたことが間接的に考えられた。
今までに脳内モノアミンとキンドリングの発展及び永続性との関連を示唆した研究は数多く
報告されている(1)， ω，(4)， (5)， (6)， (8)， (肌(肌(肌(問。脳内モノアミンのうちノルエビネフリン (NE)
は，キンドリング完成後，海馬，中脳，前頭皮質において有意に枯渇しており， NE措抗薬
(6-hydroxydopamine)投与によりキンドリングの発展が劇的に促進されることが言われてい
? ??
?
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る(1l，(船。また，このNEのキンドリングに対する抑制作用は薬理学的効果から α2受容体或い
は3受容体を介していると考えられており，キンドリング発展過程でそれらの脱抑制が生じて
いる可能性が指摘されている九 5HTについても.Wadaら(]7)， (18)， (19)によってその作動薬で
ある5-methoxy-N，N-dimethyltryptamineの投与により完成したキンドリング現象(この場合
は海馬及び外側膝状体キンドリング)の抑制効果を報告しており，それは 5HTl受容体に関
連する作用であると結論づけている o さらに. DAについては. DAの作動薬である
cocameやmethamphetamineを慢性的に投与しておくと，扇桃核キンドリングの発展を抑制し，
それに対してDAの措抗薬であるhaloperidol投与により促進されることが観察されている lmo
その他のDA作動薬(apomorphine)や措抗薬(pimozide)では効果のないことも報告されてい
る(11が，総合的に見て.DAも含めてこれらの主な脳内モノアミンはキンドリングに対して
抑制的に働いており，キンドリングが形成されるに従って徐々に減少していくことが予測され
る。これらのことは本実験結果と矛盾するようであるが，本実験は，毎日交換している透析プ
ロープの回収率が異なるため，毎回のキンドリング刺激前に対する刺激後の変化率を求め，各
モノアミン代謝物質の相対的な変化だけを分析しており，これらの物質の絶対値の変動は明ら
かではないのであるO 従って，現段階では従来から言われている，キンドリングの発展と脳内
モノアミン，特にドーパミン系物質の減少との関係は否定できないことになるo しかしながら，
毎回のキンドリング刺激に対するDA系代謝増進がキンドリング発展に伴って確かに生じてい
ることは明らかであるO しかもこの現象には， 5 HT系はほとんど関与していないことも明ら
かとなった。
NEの変動に関しては，本実験からは明らかではないが，本実験と同じように脳内透析法を
用いて海馬キンドリング形成中(この場合は 5分間間隔でキンドリング刺激を行う急性キンド
リング現象)の海馬内NE濃度を測定した研究報告がある (3)，川市)。それらによると，海馬キン
ドリング刺激後数分以内に約3倍の濃度増大が一過性に見られ，最終的な全身発作段階までそ
の傾向は続いていた。同時に 5HTと5HIAAの濃度変化も測定しており，全く変化しない
ことが報告されている O これらのことから，本実験の扇桃核キンドリングにおいても海馬内で
同様の現象が生じていることが予想されるO 確かに，キンドリング刺激に伴う慢性的な脳内モ
ノアミンの減少による脱抑制がキンドリングの発展を促していることは推測されるが，上述の
ようなキンドリング刺激に対するNEの一過性の増大や本実験で得られたDAの緩徐な増大も，
生体が持つひとつの自己防衛的な反応の現れとして，キンドリングの発展に重要な役割を果た
していると思われる。
要約
ラット扇桃核キンドリング形成時の海馬内モノアミン，特にドーパミンとセロトニンの代謝
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物質をマイクロダイアリシス法を用いて継時的に定量化した。結果を要約すると以下の通りで
ある O
( 1 )キンドリング刺激に伴い， ドーパミンの主な代謝物質であるジヒドロキシフェニール酢
酸 (DOPAC)の量が増大し，その傾向は刺激直後から 20分間よりも， 40分から 1時間後に
最大になることが明らかとなった。
(2 )キンドリングの発作段階が発展するにつれて， DOPACの量が増大する傾向が見られ
た。しかしながら， DOPACの代謝物質であるホモパニリン酸 (HVA)については，上記
の傾向はほとんど見られなかった。
(3)セロトニンの主な代謝物質である 5ー ヒドロキシインドール酢酸 (5H1AA)はキン
ドリング刺激に対してほとんど変化せず，キンドリング発作段階毎に見てもほぼ一定していた。
以上のことから，扇桃核キンドリングの発展の背景には，海馬内ドーパミン系の代謝増進が
密接に関与していることが示唆された。しかしながら，今回分析したのは代謝物質のみで， D
A， 5HT， NEそれ自体の変化については不明であり，今後これらの物質の検出感度を高め
る工夫をしながら検討する必要がある O
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